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Anticuerpos policlonales, mStodo de preparacion y uso 
de los mismos. 

La presents invencion se refiere a anticuerpos 
5 policlonales que reconocen especl f icamente y con gran 
afinidad a los dos peptides amiloides mas importantes, 
el AP40 y el Ap42 , asi como a su empleo en la 
valoracion tanto de farmacos activadores de la 
degradacion de los peptides amiloides caracteri sticos 

10 de la enfermedad de Alzheimer como de farmacos 

inhibidores de su formaci6n. Del mismo modo, pueden ser 
utiles para la valoracion de la actividad de las 
enzimas implicadas en el procesamiento de la proteina 
precursora de los citados peptidos o la actividad de 

15 las enzimas implicadas en la degradacion de los mismos, 
asi como de la valoracion del nivel de expresi6n de los 
genes implicados en toda la maquinaria de eventos que 
conducen al deposito y formacion de placas amiloides, 
lesiones caracterlsticas de los cerebros de pacientes 

20 que sufren la enfermedad de Alzheimer. 

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR 

Se conocen determinados factores acerca de los 
25 fenomenos bioquimicos y metab61icos asociados a la 

presencia de la enfermedad de Alzheimer. Dos cambios 
morfol6gicos e histopatol6gicos observados en 
cerebros de pacientes con la enfermedad de Alzheimer 
son maranas neurofibri lares (MNF) y dep6sitos 
30 amiloides. 

Las maranas neurof ibrilares intraneuronales estan 
tambien presentes en otras enfermedades degenerativas, 
pero la presencia de dep6sitos de amiloide tanto en los 
3 5 espacios interneuronales (placas neurit icas) como 
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en la microvasculatura circundante (placas vasculares) 
parece ser caracterlstica del Alzheimer. De Sstas, 
las placas neur£ticas parecen ser las mas 
caracteristicas (Price, D,L. y col. , Drug Development 
Research (1985) 5:59-68). 

El componente principal de estas placas amiloides es un 
peptide de 40-42 aminoacidos denominado peptide 
amiloide AP4. 

El pSptido amiloide Ap4 es un polip6ptido originado por 
proteolisis a partir de unas glucoproteinas de membrana 
denominadas proteinas precursoras del peptide amiloide 
AP4 (PAPP) . Estando estas proteinas precursoras del 
peptide amiloide constituidas por 695 a 770 
aminoacidos, siendo todas ellas producidas por el mismo 
gen. 

Se han identificado dos variantes principales del 
peptide amiloide AP4, el pgptido AP40 y el Ap42, de 40 
y 42 aminoacidos respectivamente , que presentan una 
distribucion tisular diferente en condiciones tanto 
fisiologicas come patologicas. 

Nesotros hemes clonado y secuenciado el gen de la pAPP 
en el polio y hemos demostrado que es prdcticamente 
idSntico al gen humane, pues produce pAPPs con una 
enorme homolegia, del orden del 95%, a las de la 
especie humana, y el peptide AP4, caracteristico de la 
enfermedad de Alzheimer, es idSntico al humane. Ademas, 
el embrion de polio procesa a las PAPPs de tal forma 
que se produce peptide Ap4, debido a la accion de unas 
enzimas proteeliticas que provocan la proteolisis de 
las PapPs en un sitio clave para producir Ap4, la 
enzima proteolltica que corta las pAPPs para producir 
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aP4 es denominada P*secretasa. 
explicaci6n de la invencion 

La presente invencion proporciona anticuerpos 
policlonales, capaces de reconocer especi f icamente 
mediants cualquier tecnica inmunologica convencional 
(western blot, inmunohistoqulmica, inmunoprecipitacidn, 
ELISA, RIA, ...) de la presencia de los pSptidos 
amiloides AP40 y Ap42, obtenidos por inmunizacidn de 
mamiferos, pref eriblemente conejos, con una protexna 
conjugada con un peptide seleccionado a partir de un 
grupo que consiste en SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2 , SEQ ID 
NO 3, SEQ ID NO 4, opcionalmente acortados por 
eliminacion de los restos de aminoacido de los extremos 
N-terminal y/o C-tenninal , y opcionalmente alargados 
por adicion de los restos de aminoacido apropiados para 
conjugar la proteina. 

En una realizaci6n particular, el peptide corresponde a 
SEQ ID NO 1, opcionalmente alargado por adici6n de 
los restos de aminoacido apropiados para conjugar la 
proteina. En otra reali2aci6n particular el peptide 
corresponde a SEQ ID NO 2, opcionalmente alargado por 
adicion de los restos de aminoacido apropiados 
para conjugar la proteina. En otra realizacion 
particular el peptide corresponde a SEQ ID NO 3, 
opcionalmente alargado por adici6n de los restos de 
aminoacido apropiados para conjugar la proteina. En 
otra realizacion particular el peptide corresponde a 
SEQ ID NO 4, opcionalmente alargado por adicion de los 
restos de aminoacido apropiados para conjugar la 
proteina. Aunque la eliminaci6n de los restos 
aminoacidicos terminales no elimina la actividad 
especifica, los pSptidos preferidos son los de SEQ ID 
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NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3 y SEQ ID NO 4 . 

La provisi6n de cualquiera de los pfiptidos, 
substancialmente puros, antes mencionados es tambiSn 
5 parte de la presente invencion. 

Esta invencion tambien proporciona un metodo para la 
obtencion de los anticuerpos policlonales antes 
mencionados por inmunizaci6n de mamlferos, 

10 prefer iblemente conejos, con una proteina conjugada a 
un peptide seleccionado a partir de un grupo que 
consiste en SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3 , SEQ 
ID NO 4, opcionalmente acortados por eliminaci6n de los 
restos de amino^cido de los extremes N- terminal y/o C- 

15 terminal, y opcionalmente alargados por adicion de los 
restos de aminoacido apropiados para conjugar la 
proteina. 

Seg(in una forma de realizacion preferida de realizacion 
20 de la presente invencion, la prote£na utilizada para su 
conjugacion con el peptide es la hemocianina de lapa 
(KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin en ingles) . 

En una realizaci6n aun mas preferida de la presente 
25 invencion, los mamiferos utilizados, para su 

inmunizaci6n con la proteina conjugada al peptide, son 
cone j OS . 

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se 
30 proporciona un nuevo metodo para la valoracion tanto de 
farmacos activadores de la degradacion de los peptides 
amiloides caracteri sticos de la enfermedad de 
Alzheimer, como de farmacos inhibidores de su 
produccion, mediante el uso de. los anticuerpos 
35 policlonales descritos anteriormente - 
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Del mismo modo, el metodo sirve tambiSn para valorar 
la actividad de las enzimas (proteasas) implicadas en 
el procesamiento de la proteina precursora de los 
citados pSptidos o la actividad de las enzimas 
5 implicadas en la degradaci6n de los mismos. 

Esta invencion tambien proporciona un metodo para la 
deteccion de la presencia o ausencia de los peptides 
amiloides AP40 y Ap42 en una muestra, empleando el 
10 embri6n del polio o cualquiera de las membranas o 
liquidos extraembrionarios del huevo embrionado del 
polio, como modelo animal de ensayo. 

Segun una realizaci6n prefer ida de la presente 
15 invencion, se proporciona un nuevo metodo para la 
valoracion tanto de farmacos activadores de la 
degradacion de los peptides amiloides caracterlsticos 
de la enfermedad de Alzheimer, como de farmacos 
inhibidores de su producci6n, mediante el uso del 
20 embrion del polio o cualquiera de las membranas o 

llquidos extraembrionarios del huevo embrionado del 
polio, como modelo animal de ensayo. 

De acuerdo con otra realizaci6n preferida de la 
25 presente invencion, se proporciona un nuevo mStodo para 
valorar la actividad de las enzimas (proteasas) 
implicadas en el procesamiento de la proteina 
precursora de los citados peptides o la actividad de 
las enzimas implicadas en la degradacion de los mismos, 
30 mediante el uso del embri6n del polio o cualquiera de 
las membranas o liquidos extraembrionarios del huevo 
embrionado del polio, como modelo animal de ensayo. 

El mStodo consiste en la inoculaci6n del fSrmaco en el 
35 huevo embrionado del polio, ya por simple goteo sobre 
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el propio embrion o alguna de sus metnbranas, ya por 
inyecci6n en el vitelo ( si el embri6n es joven ) o 
saco vitelino ( si el embrion es mSs mayor ) , en el 
saco amniotico, en el saco alantoideo ( en embriones de 
5 mas de 6 dias de incubacion ) o en el interior del 
propio embrion y, tras el tiempo adecuado de 
incubacion, se extrae el embri6n y/o cualquiera de las 
membranas o liquidos extraembrionarios y se analiza la 
cantidad de peptides amiloides, caracteristicos de la 
10 enfermedad de Alzheimer, mediante las tecnicas 

convencionales de laboratorio para la cuantif icaci6n de 
peptides y proteinas como western blot, 
inmunohistoquimica, inmunoprecipitaci6n , ELISA, RIA, 
HPLC, etc. 

15 

EJEMPLOS 

La presente invenci6n se ilustra mediante los 
siguientes ejemplos. 

20 

Ejemplo 1. 

Acoplamiento de los peptides a hemocianina de lapa 
(KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin) 

25 Los peptides fueron acoplados a la protelna hemocianina 
de lapa (KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin) , via n- 
terminus, utilizando el agent e acoplante 
glutaraldehido. Para lo cual se active la protelna KLH 
en soluci6n de buffer borate pH 10, A continuaci6n se 

30 anadio el peptide sintetico y lentamente se anadio la 
salucion de glutaraldehldo 0.3% mientras se agitaba a 
temperatura ambiente. Tras la adiccion de glicina IM 
para bloquear el glutaraldehldo no reaccionante, se 
dializo el conjugado pSptido-proteina Erente a 3 litres 

35 de buffer borate pH 8.5 a temperatura de 4 '•C. El 
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conjugado peptide- KLH se almacen6 a 4 ''C. 
Ejemplo 2. 

Generacidn de los anticuerpos policlonales . 

5 Los cuatro anticuerpos policlonales fueron generados 
por inmunizacion de conejos New Zealand White contra 
los cuatro peptides acoplados a KLH que se utilizaron 
como intnun6geno . 

10 Cada intnun6geno se inyecto en dos conejos, realizSndose 
cinco inyecciones: la primera inyecci6n intradSrmica 
del conjugado peptido-KLH en PBS y emulsionados en 
adyuvante complete de Freund y cuatro mas 
intramusculares, a modo de dosis de recuerdo en los 

15 d£as 14, 28, 49 y 80, del mismo conjugado p6ptido-KLH 
en PBS pero esta vez emulsionados en adyuvante 
incomplete de Freund, realizSndese la sangria de 
control a los 90 dlas para detectar la presencia de los 
anticuerpos . 

20 

Ejemplo 3 . 

Purificacion de los anticuerpos por afinidad. 

Tras la recogida de sangre, se separ6 el suero y se 
25 prepurific6 mediante desalado y posteriormente se 

purif icaron los anticuerpos por afinidad en una matriz 
compuesta per 1,5 ml de material EMD-Epexy activated 
(Merck) a la que se anadio 5mg del correspondiente 
peptide. Las fracciones purif icadas se estabilizaron en 
30 0.1% de BSA (Sigma) y se conservaron a 4 °C, pudiendose 
anadir glicerol 20-50% come crioprotector . 

Ejemplo 4 . 

Titulacion del anticuerpo per ELISA. 



35 
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Tras la purificaci6n por af inidad se determin6 el 
titulo del anticuerpo por ELISA. Para ello se puso el 
antigeno en una placa ELISA Maxi Sorb de Nunc a razon 
de SOng/SOjil en PBS pH 7, y se detecto el anticuerpo 
5 con anti-IgG de burro conjugada con fosfatasa alcalina, 
utilizando como substrate p-nitrofenil fosfato (PNPP) 
en dietanolamina con 5mM MgCla, pH 9 . 6 y revelado a las 
2 horas. 

10 En conclusi6n, los anticuerpos se generaron empleando 
los diferentes peptides sinteticos descritos 
anteriormente acoplados a KLH. Estos peptides 
sinteticos contienen un numero muy pequeno de 
aminoacidos, lo cual les hace muy adecuados para la 

15 produccion en cadena de anticuerpos homogeneos, con 
epitopes predef inidos . 

Lista de secuencias. 

20 SEQ ID NO 1 LVFFAEDV 

SEQ ID NO 2 GLMVGGW 

SEQ ID NO 3 GLMVGGWIA 

SEQ ID NO 4 RHDSGYEVHHQK 

25 En esta solicitud los aminoScidos se abrevian 

utilizando los c6digos de una letra aceptados en 

el campo, en la forma que se muestra a continuacion: 



30 



35 



A= 


Ala= 


alanina, 


C= 


Cys = 


cistelna, 


D= 


Asp= 


acido aspartico. 


E= 


Glu= 


acido glutamico. 


F= 


Phe= 


f enilalanina. 


G= 


Gly= 


glicina. 


H= 


His= 


histidina. 
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M= 


Met= 


meii j.onxna , 


N= 


Asn= 


asparagina, 


P= 


Pro= 


prolina 


Q= 


Gln= 


glutamina, 


R= 


Arg= 


arginina. 


S= 


Ser= 


serina, 


T= 


Thr= 


treonina. 


V= 


Val= 


valina, 


W= 


Trp= 


triptofano. 


Y= 


Tyr= 


tirosina. 



15 La informacion relativa a la identif icacion de las 
secuencias peptidicas, descritas en la presente 
invencion, que se acompana a la presente memoria en 
formato legible por ordenador, es identica al listado 
de secuencias que se presenta acompafiando a la memoria. 

20 

NUMERO DE SECUENCIAS: 4 

INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 1: 

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
25 LONGITUD: 8 

TIPO: aminoacido 
TIPO DE MOLECULA: pSptidO 
FUENTE: Sintesis Quimica 
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
30 SEQ ID NO 1 

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val 
1 5 

INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 2: 
35 CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 



wo 2004/024770 



PCT/ES2003/000422 



10 

LONGITUD: 8 
TIPO: aminoScido 
TIPO DE MOLECULA: peptide 
FUENTE: Sintesis Quimica 
5 DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
SEQ ID NO 2 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val 
1 5 

10 INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 3: 

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
LONGITUD: 10 
TIPO: aminoacido 
TIPO DE MOLECULA: peptide 
15 FUENTE: Sintesis Quimica 

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
SEQ ID NO 3 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val lie Ala 
15 10 

20 

INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 4: 

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
LONGITUD: 12 
TIPO: aminoacido 
25 TIPO DE MOLECULA: peptide 

FUENTE: Sintesis Quimica 
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
SEQ ID NO 4 

Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gin Lys 
30 1 5 10 



